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(57) Abstract 

The invention relates to a method for preparing samples for detecting a nucleotide sequence by polymerase chain reaction (PGR), 
according to which a) an analysis solution is filled into at least one cavity (2) provided for in a support (1); b) a lid (3) configured 
complementary to the shape of the cavity (2) is placed onto the support (1) in such a way that the analysis solution is pushed at least partly 
into a gap (S) formed between the cavity (2) and the lid (3); and c) the gap (S) is sealed by means of at least one seal (5, 12) provided for 
near an opening in the cavity (2). 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Probenvorbereitung fiir den Nachweis einer Nukleotidsequenz mittels Poly- 
mcrase-Ketten-Reaktion (PGR), wobei (a) eine Nachweisldsung in mindestens eine an cinem TrSger (1) vorgesehene KavitSt (2) gefUllt 
wird. (b) ein zur Form der Kavitat (2) komplementar ausgebildeter Deckel (3) so auf den Trager (1) gesetzt wird. daB die Nachweislosung 
zumindest teilweise in einen zwischen der Kavitat (2) und dem Deckel (3) gebildeten Spalt (S) verdrflngt wird und (c) der Spalt (S) durch 
mindestens eine in der Nahe einer Offnung der Kavitat (2) vorgesehene Dichtung (5, 12) abgedichtet wird. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Probenvorbereitung ftir den 
Nachweis einer Nukleotidsequenz 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Probenvorbereitung 
fur den Nachweis einer Nukleotidsequenz mittels Polymerase- 
Ketten-Reaktion (PGR) . Sie betrifft ferner eine Vorrichtung 
nach dem Oberbegriff des Anspruchs 14. 

Aus der US 5,455,175 ist ein sogenannter Thermocycler be- 
kannt, mit dem eine Mehrzahl an flussigen biologischen Proben 
zur Durchfiihrung der PGR wiederkehrend einem vorgegebenen 
Temperaturprof il ausgesetzt werden kann. Um die erforderliche 
Zeit fUr die Temperaturbehandlung zu verkUrzen, ist hier je- 
weils ein kleines Volumen der biologischen Proben in einer 
dtinnwandigen Glaskapillare aufgenoinmen. Dazu mufi jede Probe 
einzeln in die Kapillare abgefullt, und anschlieliend einge- 
schweilit werden. Das ist zeitaufwendig. 

Aus der DE 33 36 738 Al ist eine Titerplatte nach dem Oberbe- 
griff des Anspruchs 14 bekannt. Der Deckel der bekannten Ti- 
terplatte laiit sich nur mit erheblichem Kraftaufwand vom Tra- 
ger entfernen. Eine in der bekannten Vorrichtung aufgenommene 
Probe ist schwer von aufien zu beheizen; die Vorrichtung ist 
zur Durchftihrung der PGR ungeeignet, 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Insbesondere sollen ein 
Verfahren und eine Vorrichtung angegeben werden, mit denen 
bei der PGR der Zeitaufwand zur Probenvorbereitung verringert 
wird. Welters Ziel der Erfindung ist eine vereinfachte und 
verbesserte, insbesondere in Echtzeit erfolgende, Detektion 
sowie eine Steigerung der Sensititvitat . 
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Diese Aufgabe wird durch die Merkitiale der Ansprtiche 1 und 14 
gelost. Zweckmafiige Ausgestaltungen ergeben sich' aus den 
Merkmalen der Ansprtiche 2 bis 13 und 15 bis 43* 

Nach Maligabe der Erfindung ist ein Verfahren zur Probenvorbe- 
reitung fiir den Nachweis einer Nukleotidsequenz mittels Poly- 
merase-Ketten-Reaktion vorgesehen/ wobei 

a) eine NachweislSsung in mindestens eine an einem Trager 
vorgesehene Kavitat geftillt wird, 

b) ein zur Form der Kavitat komplementar ausgebildeter Dek- 
kel so auf den TrSger gesetzt wird, daB die Nachweislo- 
sung zumindest teilweise in einen zwischen der Kavitat 
und dem Deckel gebildeten Spalt verdrangt wird und 

c) der Spalt durch mindestens eine in der NShe einer Off- 
nung der Kavitat vorgesehene Dichtung abgedichtet wird, 

Mit dem vorgeschlagenen Verfahren wird die Zeit zur Proben- 
vorbereitung erheblich verkurzt. Der Vorgang des Einschwei- 
fiens der Probenliisung in eine Kapillare entfallt. 

Der Nachweislosung kann ein erster und/oder zweiter Primer 
zugesetzt sein. Es wird als besonders vorteilhaft angesehen, 
daU ein dritter Primer, vorzugsweise mit seinen S'-temiinalen 
Ende, an die in die Kavitat ragende Innenseite des Deckels 
gebunden ist. Auf diese Weise ist es moglich, eine ggf. in 
einer Probe enthaltene Nukleotidsequenz an den dritten Primer 
anzulagern. Das kann besonders einfach durch Eintauchen der 
Innenseite des Deckels in die Probe erreicht werden. Ferner 
kann die amplif izierte Nukleinsaure nach Abschluli der Ampli- 
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f ikationszyklen durch Binden an den dritten Primer an der In- 
nenseite angereichert werden. Die Anreicherung wird zweckma- 
fiigerweise durch Anlegen eines elektrischen Felds durchge- 
fiihrt. Unter dem Einflufi eines elektrischen Felds wird die 
Nukleotidsequenz in Richtung des dritten Primers bewegt. 

Zum Nachweis des Vorliegens der gesuchten Nukleotidsequenz 
wird zweckmaiiigerweise die Nachweislosung und/oder einer der 
Primer auf deren Fluoreszenzeigenschaften untersucht, Bei An- 
lagerung der nachzuweisenden Nukleotidsequenz an einen der 
Primer kann eine VerSnderung der fluorogenen Eigenschaf ten 
der in der Nachweislosung befindlichen Stoffe erfolgen. Vor- 
teilhaf terweise ist bei Anlagerung der nachzuweisenden Nu- 
kleotidsequenz an einen der Primer eine raumliche Beziehung 
zwischen zwei fluorophoren Gruppen so anderbar, dalJ eine 
Fluoreszenzreaktion erzeugt-, ander- oder aufhebbar ist. 

Nach einer weiteren Ausgestaltung wird die Nachweislosung zy- 
klisch aufgeheizt und abgeklihlt. Ein typischer Temperaturzy- 
klus besteht aus einem ersten Aufheizen der Nachweislosung 
auf 90 bis 92^C, einem Abkiihlen auf 50 bis SS^'C sowie einem 
zweiten Aufheizen auf 72 bis 75°C. Wahrend des ersten Aufhei- 
zens erfolgt eine Denaturierung, wahrend des Abkuhlens die 
Renaturierung und wahrend des zweiten Aufheizens die Synthese 
der Nukleotidsequenz. Der vorgenannte Zyklus wird etwa 30 mal 
wiederholt . 

Das Aufheizen kann mittels Licht, vorzugsweise Infrarotstrah- 
lung, einer Widerstandsheizung oder durch UmspUlen der Kavi- 
tat mit einem Gas oder einer FlUssigkeit durchgefuhrt werden. 
Ein schnelles AbkUhlen wird zweckmaBigerweise durch Umsptilen 
der Kavitat mit einem Gas, z.B. Luft, oder einer FlUssigkeit 
Oder mittels eines Peltierelements durchgefiihrt . 
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Erf indungsgemafi ist ferner eine Vorrichtung zum Nachweis'ei- 
ner in einer Probe ggf. enthaltenen Nukleotidsequenz mittels 
Polymerase-Ketten-Reaktion vorgesehen, bei der die Kavitat 
eine konisch zur Offnung sich erweiternde umlaufende Seiten- 
wand und der Spalt eine Breite von hochstens limn aufweist. 

Die vorgeschlagene Vorrichtung erlaubt eine zeitsparende Pro- 
benvorbereitung. Mit ihr kann der Zeitaufwand zur Durchftih- 
rung einer PGR erheblich vermindert werden. Der Deckel kann 
nach der Durchfuhrung der PGR ohne groBen Kraftaufwand abge- 
hoben werden. 

Vorteilhafterweise ist eine Einrichtung zum zyklischen Auf- 
heizen und Abkuhlen der NachweislOsung vorgesehen. Ferner 
kann eine Einrichtung zum Untersuchen der Fluoreszenzeigen- 
schaften der Nachweislosung und/oder einer der Primer vorge- 
sehen sein. 

Der Trager kann aus einem lichtdurchlassigen Material, vor- 
zugsweise aus Glas oder Kunststoff, hergestellt sein. Die Ka- 
vitat ist zweckmaliigerweise abschnittsweise planar ausgebil- 
det; sie weist vor zugsweise einen ebenen Boden auf. Auf dem 
Trager und/oder an der Innenseite des Deckels kann an zwi- 
schen den Kavitaten bzw. an der Innenseite des Deckels ange- 
ordneten Vorsprtingen befindlichen Abschnitten eine weitere 
Dichtung vorgesehen sein. Die weitere Dichtung kann ebenso 
wie die Dichtung z.B. aus Gummi, Silikon, Teflon oder anderen 
geeigneten Materialien hergestellt sein.' 

Es wird als besonders vorteilhaft angesehen, dai5 der Trager 
96 Kavitaten und der Deckel 96 zur Form der Kavitaten komple- 
mentare Vorsprunge auf weist. So kann der Trager beispielswei- 
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se in etwa die Dimension einer herkbminlichen 96-Napf Mikroti- 
terplatte aufweisen. Selbstverstandlich kann der Trager auch 
Bruchteile oder ein Vielfaches der vorgenannten Kavitatenan- 
zahl aufweisen. 

5 

Nach einer weiteren Ausgestaltung kann der Deckel aus einem 
elektrisch leitfahigen Material, vorzugsweise aus einem 
Kunststoff, hergestellt sein. Der Trager kann eine, vorzugs- 
weise aus Platin hergestellte, Elektrode aufweisen, so dafi 
10 zwischen dem Deckel und dem TrSger ein elektrisches Feld an- 
gelegt werden kann, durch das in der Nachweislosung enthalte- 
ne Nukleotidsequenz auf die Innenseite bewegt und durch Fel- 
dinversionzyklen angereichert werden kOnnen. 

15 Der Kunststoff kann ein Polycarbonat, ein Trimenthylthiophen, 
Triaminobenzol und/oder ein Polycarben enthalten und die In- 
nenseite des Deckels kann zumindest abschnittsweise mit einer 
biomolekiilbindenden Substanz versehen sein, Dabei kann die 
Bindung der Nukleotidsequenz zum Kunststoff durch Streptavi- 

20 din Oder Avidin vermittelt werden. 

Der Nachweislosung ist vorteilhaf terweise ein erster und/oder 
zweiter Primer zugesetzt. Als besonders vorteilhaf t wird an- 
gesehen, dali an der der Kavitat zugewandten Innenseite des 
25 Deckels ein dritter Primer, vorzugsweise mit einem 5'- 
terminalen Ende, gebunden ist. Das erm5glicht eine Entfernung 
der amplifizierten Nukleotidsequenz aus der Nachweislosung. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist ein zum Anregen 
30 von Fluoreszenz zwischen dem Boden und der Innenseite des 
Deckels dienendes Mittel vorgesehen. Vom Mittel zum Anregen 
stammende Strahlung kann auf die Innenseite des Deckels fo- 
kussierbar sein. Das ist insbesondere dann von Vorteil, wenn 
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die Nukleotidsequenz Uber den dritten Primer an die Innensei- 
te gebunden ist. Das Mittel zum Anregen von Fluoreszenz wird 
zweckmaliigerweise von einer Laserdiode erzeugt. Es handelt 
sich in diesem Fall also urn Laserlicht, Fine Anregung der Bo- 
den des Trager kann auch durch einen sogenannten "gally-mode" 
Laser (Science 1998, 280, p 1501, 1544 ff.) in einer vorgege- 
benen Weise gleichzeitig oder sukzessive erreicht werden. 

Ferner konnen eine Einrichtung zur Detektion der Fluoreszenz, 
eine Einrichtung zur Auswertung der beobachteten Fluoreszenz 
und eine Einrichtung zum Bewegen des TrSgers relativ zum Mit- 
tel zum Anregen der Fluoreszenz und/oder zur Einrichtung zur 
Detektion vorgesehen sein. AuBerdem kann ein facettenaugenar- 
tiges Mittel zu separaten Anregung und/oder Detektion der 
Fluoreszenz zwischen jedem Boden und der Innenseite des dazu- 
gehorigen Deckels vorgesehen sein. Dadurch wird welter Analy- 
senzeit eingespart, 

Der Deckel und/oder der Trciger sind zweckmaliigerweise zumin- 
dest abschnittsweise schwarz gefarbt, so dafi darauf abge- 
strahlte Warme wirkungsvoll absorbiert wird. Sie bestehen 
insbesondere aus einem hoch warmeleitf ahigen Material. 

Ferner kann eine Einrichtung zum zyklischen Aufheizen und Ab- 
ktihlen der NachweislSsung vorgesehen sein, wobei zum Beheizen 
vorteilhafterweise ein Mittel zur Erzeugung von Licht, vor- 
zugsweise Inf rarotstrahlung, eine Widerstandsheizung oder ein 
Mittel zum Umspulen der Kavitat mit einem Gas oder einer 
Fltissigkeit vorgesehen ist. Ferner ist zweckmaliigerweise ein 
Mittel zum AbkUhlen vorgesehen, wobei die AbkUhlung vorzugs- 
weise durch UmspUlen der Kavitat mit einem Gas oder einer 
Fltissigkeit oder mittels eines Peltierelements erzielt wird. 
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Zur Verbesserung der warmeleitf ahigkeit bei gleichzeitig gu- 
ter Transparenz kann der TrSger einen aus eineiti Glas herge*- 
stellten Boden aufweisen. Die Dichtung ist zweckmaliigerweise 
durch eine an der^ vorzugsweise aus Kunststoff hergestellten, 
Seitenwand umlaufende Ausnehmung und einen dazu komplementa- 
ren ara Vorsprung vorgesehenen umlaufenden formschlussig in 
die Ausnehmung einrastbaren Wulst gebildet. Die Dichtung ist 
zweckmaliigerweise bei einem Druckanstieg in der Kavitat, z.B. 
durch Temper aturerhOhung, selbstabdichtend, indem der Wulst 
gegen die Ausnehmung gedrUckt wird. Das Aufbringen oder Abhe- 
ben des Deckels ISBt sich durch eine hohe Flexibilitat der 
zwischen den Vorsprllngen liegenden Abschnitte durch leichtes 
Biegen besonders einfach bewerkstelligen. 

SchlieBlich wird ein Kit zur DurchfUhrung des erf indungsgema- 
Ben Verfahrens beansprucht, mit 

a) einem Trager mit mindestens einer Kavitat und 

b) einem zur Kavitat komplementar ausgebildeten Deckel, der 
so auf den Trager aufsetzbar ist, daB eine in der Kavi- 
tat aufgenommene Nachweisiesung ziimindest teilweise in 
einen zwischen der Kavitat und dem Deckel gebildeten 
Spalt verdrangbar ist und 

c) eine mindestens einen ersten Primer enthaltenden Nach- 
weislQsung. 

Die NachweislSsung kann einen zweiten Primer enthalten. Ein 
dritter Primer kann, vorzugsweise mit seinem 5' -terminalen 
Ende, an eine der Kavitat zugewandte Innenseite des Deckels 
gebunden sein. 
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Nachfolgend werden AusfUhrungsbeispiele der Erfindung anhand 
der Zeichnung naher eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Querschnittsansicht durch eine 
erste Vorrichtung, 

Fig. 2 die Vorrichtung gemalJ Fig. 1 bei Anregung und De- 
tektioH/ 

Fig. 3 eine schematische Querschnittsansicht einer zweiten 
Vorrichtung bei Anregung und Detektion, 

Fig. 3a eine schematische Querschnittsansicht der Vorrich- 
tung gemaB Fig. 3, 

Fig. 4 eine schematische Teilquerschnittsansicht einer 
dritten Vorrichtung^ 

Fig. 5 eine schematische Querschnittsansicht einer Dich- 
tung und 

Fig. 6 die Querschnittsansicht nach Fig. 5 im nicht einge- 
rasteten Zustand. 

In Fig. 1 weist ein Trager 1 mehrere Kavitaten 2 auf. Ein 
Deckel 3 ist an seiner Innenseite I mit mehreren Vorspriingen 
4 versehen. Die VorsprUnge 4 weisen eine zur Kavitat 2 kom- 
plementare Form auf . Zwischen einem Boden B der Kavitat 2 und 
dem parallel verlaufenden gegentiberliegenden Vorsprung 4 ist 
ein Spalt S gebildet. Die Kavitat 2 ist des weiteren durch 
eine sich vom Boden B zur Offnung der Kavitat 2 hin konisch 
offnende umlaufende Seitenwand SW begrenzt. Der zwischen dem 
Vorsprung 4 und der Kavitat 2 gebildete Spalt S weist eine 
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Breite von h5chstens 1 mm auf. In der NShe der Offnung der 
Kavitat 2 ist eine Dichtung 5 vorgesehen* Mit 6 ist eine im 
Deckel 3 eingegossene Elektrode bezeichnet, Der Trager 1 kann 
eine (hier nicht dargestellte) Gegenelektrode aufweisen. 

In Fig. 2 ist die Vorrichtung nach Fig. 1 bei der Anregung 
und Detektion gezeigt, Mit 7 ist schematisch eine optische 
Einrichtung zum Anregen der im Spalt S auf genommenen Nach- 
weislosung bezeichnet. Dabei handelt es sich um ein facetten- 
augenartiges Mittel, mit dem mehrere oder alle Kavitaten 2 
gleichzeitig z.B. mit Laserlicht beaufschlagt werden kOnneh. 
Die optische Einrichtung 7 ist auf die dem Boden B gegenxiber- 
liegende Innenseite I des Deckels 3 fokussiert. Mit 8 ist ein 
Fluorometer bezeichnet, Auch das Fluorometer 8 kann mit einem 
facettenaugenartigen Mittel versehen sein, so daU die von 
mehreren oder alien Kavitaten 2 ausgehende Fluoreszenz nach- 
weisbar ist, Gegeniiber dem Trager 1 befinden sich eine Infra- 
rotstrahlungsquelle 9 sowie ein Ventilator 10. 

Die Fig. 3 und 3a zeigen eine zweite Vorrichtung im schemati- 
schen Querschnitt. Dabei ist die Inf rarotstrahlungsquelle 9 
gegeniiber dem Deckel 3 angeordnet. Der Deckel 3 ist aus einem 
schwarzen Material hoher warmeleitf ahigkeit, z.B. einem Glas 
Oder Metall, hergestellt. Zur besseren Absorption ist der 
Deckel 3 auf der der Innenseite I gegenuberliegenden AuBen- 
seite A mit einer schwarzen Farbe beschichtet. Die erste 
Dichtung 5 ist als selbstabdichtende Rastverbindung ausgebil- 
det. Eine zweite Dichtung 12 in der Nahe des Of fnungsrands 
der Kavitat 2 besteht aus Gummi oder elastischem Kunststoff. 
Sie ist zwischen der Innenseite I des Deckels 3 und einer 
Oberseite 0 des Tragers 1 vorgesehen. Eine in der Kavitat 2 
aufgenommeme Nachweislosung ist bei geschlossenem Deckel 3 in 
einen zwischen der Seitenwand SW und einer gegeniiberliegenen- 
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den Mantelfiache MF des Vorsprungs 4 befindlichen Spaltab- 
schnitt SA verdrangt. 

Auch in Fig. 4 ist der Trager 1 komplementar zum Deckel -3 ge- 
5 foritit. Er ist ebenfalls aus eineiti Material hoher Warmeleitf a- 
higkeit hergestellt. Der Boden B ist aus einem transparenten 
Material; z.B. einem Glasfenster 11/ gebildet. 

In Fig. 5 ist in einer schematischen Teilquerschnittsansicht 
10 durch die erste Dichtung 5 gezeigt. Dabei greift ein an der 
Mantelfiache MF des Vorsprungs 4 vorgesehener umlaufender 
Wulst 13 im geschlossenen Zustand form- und kraf tschlussig in 
eine an der Seitenwand SW vorgesehene umlaufende Ausnehmung 
14 ein. Fig. 6 zeigt die erste Dichtung 5 im noch nicht form- 
15 schlussig eingerasteten Zustand. 



Die Funktion der Vorrichtung ist folgende: 

Zur Probenvorbereitung wird Nachweislosung in die Kavitat 2 
20 des Tragers 1 pipettiert. Der Pipettiervorgang kann bei- 
spielsweise mittels eines Pipettierroboters erfolgen. Bei der 
Nachweislosung handelt es sich vorzugsweise urn einen soge- 
nannten Mastermix, in dem alle erf orderlichen Reagenzien zur 
Durchfiihrung der PGR enthalten sind. Insbesondere sind ein 
25 erster und ein zweiter Primer in der NachweislSsung enthal- 
ten. An der Innenseite I des Deckels 3 ist im Bereich der 
Vorspriinge 4 ein dritter Primer gebunden. An den dritten Pri- 
mer ist die nachzuweisende Nukleotidsequenz angelagert. Die 
Anlagerung kann z.B. dadurch erfolgeri, daii der Deckel 3 zuvor 
30 in eine die nachzuweisende Nukleotidsequenz enthaltende Pro- 
benlosung getaucht wird. 
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Zur Probenvorbereitung muB nun der Deckel 3 lediglich auf den 
Trager 1 so aufgesetzt werden, dafi die Vorsprtinge 4 in die 
komplementaren Kavitaten 2 eintauchen, Dabei koitimt der dritte 
Primer mit der angelagerten Nukleotidsequenz in Kontakt mit 
der Nachweisl6sung, Der Deckel 3 wird mit dem Trager 1 dich- 
tend verschlossen, z.B. indem die an den Vorsprtingen 4 vorge-- 
sehenen Wiilste 13 in die komplementaren Ausnehmungen 14 der 
Kavitaten 2 einrasten. In diesem Zustand wird ein Teil der 
NachweislOsung in den Spalt S verdrangt. 

Anschliefiend wird insbesondere der zwischen der Innenseite I 
und dem Boden B gebildeter Spalt S der zur DurchfUhrung der 
PGR erforderlichen Temperaturbehandlung unterzogen. Danach 
Oder auch zwischen jedem Temperaturzyklus wird der zwischen 
Innenseite I • und Boden B befindliche Bereich jeder Kavitat 2 
mittels der optischen Einrichtung 7 angeregt und dann unter 
Verwendung des Fluorometers 8 auf Fluoreszenz untersucht. Ei- 
ne Fluoreszenzanderung zeigt das Vorhandensein bzw. Nichtvor- 
handensein der gesuchten Nukleotidsequenz an. 

Die Temperaturzyklen werden durch wiederkehrendes Aktivieren 
bzw. Deaktivieren der IR-Strahlungsquelle 9 bzw. des Ventila- 
tors 10 hervorgerufen. 
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Bezugszeichenliste 

1 Trager 

2 Kavitat 

3 Deckel 

4 Vorsprung 

5 erste Dichtung 

6 Elektrode 

7 optische Einrichtung 

8 Fluororaeter 

9 IR-Strahlungsque.lle 

10 Ventilator 
11. Glasfenster 

12 zweite Dichtung 

13 Wulst 

14 Ausnehmung 

I Innenseite 

B Boden 

SW Seitenwand 

S Spalt 

A AuJienseite 

0 Oberseite 

MF Mantelfiache 

SA Spaltabschnitt 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Probenvorbereitung fur den Nachweis einer 
Nukleotidsequenz mittels Polymer ase-Ketten-Reakt ion 
(PGR), bei der die Probe mit der Nachweislosung in Kon- 
takt gebracht wird, wobei 

a) eine NachweislOsung in mindest'ens eine an einem Trager 
(1) vorgesehene. Kavitat (2) geftillt wird, 

b) ein zur Form der Kavitat (2) komplementar ausgebilde- 
ter Deckel (3) so auf den Trager (1) gesetzt wird, daii 
die Nachweislosung zumindest teilweise in einen zwischen 
der Kavitat (2) und dem Deckel (3) gebildeten Spalt (S) 
verdrSngt wird und 

c) der Spalt (S) durch mindestens eine in der Nahe einer 
Offnung der Kavitat (2) vorgesehene Dichtung (5, 12) ab- 
gedichtet wird. 

2. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
der Nachweislosung ein erster Primer zugesetzt wird, 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der Nachweislosung ein zweiter Primer zugesetzt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
ein dritter Primer, vorzugsweise mit seinem 5'-terminalen 
Ende, an die in die Kavitat (2) ragenden Innenseite (I) 
des Deckels (3) gebunden ist. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in der Probe ggf. 
enthaltene Nukleotidsequenz an den dritten Primer angela- 
gert ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 4 oder 5, wobei ampli- 
fizierte Nukleinsaure nach Abschluli der Amplif ikationszy- 
clen durch Binden an den dritten Primer an der Innenseite 
(I) angereichert wird* 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Anreicherung durch 
. Anlegen eines elektrischen Felds durchgefuhrt wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
die Nachweislosung und/oder einer der Primer auf deren 
Fluoreszenzeigenschaften untersucht wird/werden. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
bei Anlagerung der nachzuweisenden Nukleotidsequenz an 
einen der Primer eine Veranderung der fluorogenen Eigen- 
schaften der in der Nachweislosung befindlichen Stoffe 
erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
bei Anlagerung der nachzuweisenden Nukleotidsequenz an 
einen der Primer eine rSumliche Beziehung zwischen zwei 
fluorophoren Gruppen so geSndert wird, daB eine Fluores- 
zenzreaktion erzeug-, ander- Oder aufhebbar ist. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
die Nachweislosung zyklisch aufgeheizt und abgekuhlt 
wird. 
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12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei das Aufheizen mittels 
Licht, vorzugsweise Inf rarqtstrahlung, einer Wider-. 
standsheizung oder durch Umspulen der Kavitat (2) mit ei- 
nem Gas oder einer Flussigkeit durchgefuhrt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei das Abktihlen 
durch UmspUlen der Kavitat mit einem Gas oder einer Fliis- 
sigkeit oder mittels eines Peltierelements durchgefuhrt 
wird. 



14. Vorrichtung zum Nachweis einer in einer Probe ggf. ent- 
haltenen Nukleotidsequenz mittels Polymerase-Ketten- 
Reaktion (PGR) mit einem Trager (1) mit mindestens einer 
Kavitat (2), einem zur Kavitat. (2) komplementar ausgebil- 
15 deten Deckel (3), der so auf den Trager (1) aufsetzbar 

ist, dafi eine in der Kavitat (2) aufgenommene Nachweislo- 
sung zumindest teilweise in einen zwischen der Kavitat 
(2) und dem Deckel (3) gebildeten Spalt (S) verdrangbar 
ist und einer in der Nahe einer Offnung der Kavitat (2) 
20 angeordneten Dichtung (5, 12) zum Abdichten des Spalts 

(S), dadurch gekennzeichnet, dass die Kavitat eine ko- 
nisch zur Offnung sich 'erweiternde umlaufende Seitenwand 
(SW) und der Spalt (S) eine Breite (B) von hOchstens 1mm 
aufweist . 



15. Vorrichtung nach Anspruch 14, wobei eine Einrichtung zum 
zyklischen Aufheizen und Abkuhlen der Nachweislosung vor- 
gesehen ist. 



30 16. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, wobei eine Einrich- 
tung zum Untersuchen der Fluoreszenzeigenschaf ten der 
Nachweislosung und/oder einer der Primer vorgesehen ist. 
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17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 16, wobei der 
Trager aus einem lichtdurchlassigen Material, vorzugswei- 
se aus Glas oder Kunststoff, hergestellt ist. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 bis 11, wobei die 
Kavitat (2) abschnittsweise planar ausgebildet ist, vor- 
zugsweise einen ebenen Boden (B) , aufweist. 

19. Vorrichtung nach einem der Ansprtlche 14 bis 18, wobei auf 
dem Trager (1) und/oder an der Innenseite (I) des Deckels 
(3) in zwischen den Kavitaten (2) bzw. an der Innenseite 
(I) des Deckels (3) vorgesehenen Vorsprtingen (4) befind- 
lichen Abschnitten eine weitere Dichtung (12) vorgesehen 
ist. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 19, wobei der 
Trager 96 Kavitaten (2) und der Deckel (3) 96 zur Form 
der Kavitaten (2) komplementare Vorsprtinge (4) aufweisen. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 20, wobei der 
Deckel (3) aus einem elektrisch leitfahigen Material, 
vorzugsweise- einem Kunststoff, hergestellt ist. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, wobei der Kunststoff ein 
Polycarbonat, Trimethylthiophen, Triaminobenzol und/oder 
ein Polycarben enthalt und die Innenseite (I) des Deckels 
(3) zumindest abschnittsweise mit einer biomolektllbinden- 
den Substanz versehen ist. 

23. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 14 bis 22, wobei der 
Trager (1) eine, vorzugsweise aus Platin hergestellte, 
Elektrode aufweist, so dali ein elektrisches Feld angelegt 
werden kann, durch das in der Nachweislosung enthaltene 
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Nukleotidsequenz auf die Innenseite (I) bewegt und durch 
Feldinversionszyklen angereichert werden konnen. 

24* Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 bis 23, wobei der 
Nachweislosung ein erster Primer zugesetzt ist, 

25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 24, wobei der 
NachweislSsung ein zweiter Primer zugesetzt ist. 

26. Vorrichtung nach einem der vorhe.rgehenden Anspriiche 14 
bis 25, wobei an der der Kavitat (2) zugewandten Innen- 
seite (I) des Deckels (3) ein dritter Primer, vorzugswei- 
se mit seinem 5' -terminalen Ende, gebunden ist. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 bis 26, wobei ein 
zum Anregen von Fluoreszenz zwischen Boden (B) und der 
Innenseite (I) des Deckels (3) dienendes Mittel vorgese- 
hen ist. 

28. Vorrichtung nach Anspruch 27, wobei vom Mittel zum Anre- 
gen stammende Strahlung auf die Innenseite (I) des Dek- 
kels (3) fokussierbar ist. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 . oder 28, wobei 
das Mittel (7) zum Anregen von Fluoreszenz von einer La- 
serdiode erzeugt wird. 

30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 bis 29, wobei ei- 
ne Einrichtung (8) zur Detektion der Fluoreszenz vorgese- 
hen ist. 
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31. Vorrichtung nach einem der Ansprtiche 14 bis 30, wobei ei- 
ne Einrichtung zur Auswertung der beobachteten Fluores- 
zenz vorgesehen ist. 

32. vorrichtung nach einem der Ansprtiche 14 bis 29, wobei ei- 
ne Einrichtung zum Bewegen des Tragers (1) relativ zum 
Mittel (7) zum Anregen von Fluoreszenz und/oder zur Ein- 
richtung (8) zur Detektion vorgesehen ist. 

33 vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 32, wobei ein 
facettenaugenartiges Mittel zur separaten Anregung 
und/oder Detektion der Fluoreszenz zwischen jedem Boden 
(B) und der Innenseite (I) des dazugeh5rigen Deckels (3) 
vorgesehen ist. 

34 vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 33, wobei der 
Deckel (3) und/oder der TrSger (1) zumindest abschnitts- 
weise schwarz gefarbt ist, so dali darauf abgestrahlte 
warme wirkungsvoll absorbiert wird. _ 

35 vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 bis 34, wobei ei- 
ne Einrichtung zum zyklischen Aufheizen und AbkUhlen der 
Nachweislosung vorgesehen ist. 

36. vorrichtung nach Anspruch 35, wobei zum Beheizen ein Mit- 
tel (9) zur Erzeugung von Licht, vorzugsweise Infrarot- 
strahlung, eine widerstandsheizung oder ein Mittel zum 
UmspUlen der Kavitat (2) mit einem Gas oder einer ?ltls- 
sigkeit vorgesehen ist. 

37. vorrichtung nach Anspruch 35 oder 36, wobei ein Mittel 
(10) zum Abktihlen, vorzugsweise durch Umsptllen der Kavi- 
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tat (2) mit einem Gas oder einer FlUssigkeit oder mittels 
eines Peltierelements, vorgesehen ist, 

38. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 bis 37, wobei der 
TrSger (1) einen aus Glas hergestellten Boden (B) auf- 
weist . 

39. Vorrichtung nach einem der .Anspriiche 14 bis 37, wobei die 
Dichtung (5) durch eine an der Seitenwand (SW) iimlaufende 
Ausnehmung (14) und einen dazu komplementaren am Vor- 
sprung (4) vorgesehenen umlaufenden formschliissig in die 
Ausnehmung (14) einrastbaren Wulst (13) gebildet ist. 

40. Vorrichtung nach Anspruch 40, wobei die Dichtung (5) bei 
einem Druckanstieg in der Kavitat (2) selbstabdichtend 
ist, indem der Wulst (13) gegen die Ausnehmung (14) ge- 
driickt wird. 

41. Kit zur Durchfiihrung der Verfahrens nach Anspruch 1 mit 

a) einem Trager (1) mit mindestens einer Kavitat (2) und 

b) einem zur Kavitat (2) komplementar ausgebildeten Dek- 
kel (3), der so auf den Trager (1) aufsetzbar ist, dafi 
eine in der Kavitat (2) aufgenommene Nachweislosung zu- 
mindest teilweise in einen zwischen der Kavitat (2) und 
dem Deckel (3) gebildeten Spalt (S) verdrangbar ist, 

c) eine mindestens einen ersten Primer enthaltende Nach- 
weislosung. 

42. Kit nach Anspruch 41, wobei die Nachweislosung einen 
zweiten Primer enthait. 
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43. Kit nach Anspruch 41 oder A2, wobei ein dritter Primer, 
vorzugsweise mit seinem 5 ' -terminalen Ende, an eine der 
Kavitat (2) zugewandte Innenseite (I) des Deckels (3) ge- 
bunden ist. 
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